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(g) Vaccin antirabtque avirulent 

(S7) L'invention a pour objet un vaccin antirabique avirulent, qui est constitue d'un mutant avirulent d'une 
souche SAD du virus rabique dont la glycoproteine possede en position 333 un acide amin6 naturel 
dont le codon differe de ceux de I'arginine par au moins deux nucleotides. 
Application : vaccination contre la rage. 
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La presente invention concerne un nouveau vaccin antirabique. 

Le virus rabique est un rhabdovirus constitue de cinq proteines, dont une proteine externe, la glycopro- 
teine, qui declenche la synthese d'anticorps neutralisants chez les animaux inocules. L'injection de la glyco- 
proteine purif iee protege I'animal contre une surinfection. Les souches du virus rabique les plus utaisees, no- 
5 tamment la souche CVS et la souche ERA, dont derivent les souches SAD, telles que les souches SAD Berne 
et SAD B1 9 sont decrites dans "Rabies Viruses" par H.F. Clark et T.J. Wiktor - Strains of Human Viruses edite 
par Majer et Rotkin Karger, B§le, 1972, p. 177-182. La sequence en acides amines de la glycoproteine de la 
souche CVS a ete decrite par Yelverton et al. "Rabies virus glycoprotein analogs : biosynthesis in Escherichia 
coli" Science 219, 614-620. 

10 Cette glycoproteine comporte deux sites antigeniques majeure distincts lies & la neutralisation du virus (si- 

tes II et III). Le site III en position 330-340 contient Targinine 333 qui determine la virulence de cette souche. 

La sequence en acides amines de la glycoproteine de la souche SAD Berne n'a pas ete entierement eta- 
blie. Toutefois, on a pu determiner que le site antigenique III de la glycoproteine de la souche SAD Berne est 
identique k celui de la glycoproteine de la souche CVS. 

15 Les vaccins antirabiques actuellement utilises sont soit des vaccins fabriques k partir de virus inactives. 

soit des vaccins constitues de souches virales dont la virulence a ete attenuee, soit des virus recombinants 
(par exemple la vaccine). 

L'inactivation des virus peut etre realisee par differents precedes, notamment par des precedes chimiques, 
tels que le traitement au formol ou k la p-propiolactone. 
20 L'inconvenient majeur de ce precede de fabrication de vaccins est la manipulation de souches virulentes 

qui necessite des conditions de mise en oeuvre tres strictes et presente des risques de contamination du per- 
sonnel de fabrication. 

D'autre part, les vaccins inactives administres par voie orale n'ont pas de pouvoir protecteur. 
Uattenuation de la virulence des souches virales est une technique bien connue; elle peut etre realisee 
25 par exemple par passages successifs des souches virales sur un hote different de I'espece vecteur (lapin ou 
souris par exemple) ou en culture de cellules. On obtient ainsi des souches desadaptees k I'hote d'origine et 
done moins pathogenes pour celui-ci tout en gardant leur capactte vaccinante. 

Les souches SAD, telles que les souches SAD B1 9 et SAD Berne accessibles au public, sont des souches 
attenuees qui ont dej£ ete testees en Europe pour la vaccination des renards. Elles peuvent etre melangees 
30 aux app§ts pour une administration par voie orale. Toutefois, ces souches se sont montrees pathogenes pour 
d'autres especes animales et I'homme. II existe done un risque potentiel de contamination qui diminue consi- 
derablement Pinteret de ces souches pour la vaccination orale. 

En ef fet, par exemple, radministration par voie orale de la souche SAD Berne k un lot de 23 rongeurs sau- 
vages, choisis parmi Apodemus f lavicolus et svlvaticus, Arvicola terre stris. Clethrionomys clareolus, Minotus 
35 agresti a provoque la mort par la rage de deux animaux. 

Des essais sur la souris ont egalement montre que la souche SAD Berne est pathogene pour cette espece 
aussi bien par voie intra-cerebrale que par voie intra-musculaire, comme le montrent les courbes des figures 
1a et 1b ci-jointes qui sont respectivement: 

- Figure 1a: Courbe de mortalite chez les souris adultes en fonction des doses administrees (en unites 
40 formant plage) par voie intra-cerebrale. 

- Figure 1b : Courbe de mortalite chez les souris adultes en fonction des doses administrees (en unites 
formant plage) par voie intra-musculaire. 

Par voie orale, on a note chez la souris une mortalite de 10 % k la dose de 10 55 UFR 

La souche SAD Berne telle quelle, utilisee pour des campagnes de vaccination des renards, presente done 
45 un risque pour la faune sauvage et Thomme. II en est de meme de la souche SAD B19. 

Pour paliier cet inconvenient, on a deja propose un vaccin antirabique avirulent. Ce vaccin, decrit dans la 
demande de Brevet EP 350 398, est constitue d'un mutant avirulent d'une souche SAD du virus de la rage qui 
est caracterise par le fait qu'il possede a la place de I'arginine 333 de la glycoproteine un acide amine autre 
que la lysine, par exemple la glycine, Tisoleucine ou la serine. 
so Ce mutant derive par le changement d'un seul nucleotide dans le codon de Targinine 333. 

Malheureusement, ce mutant peut, par une simple mutation reverse, redonner la souche parentale. 

Ce vaccin qui est utilise pour radministration par voie orale n'est done pas totalement sans danger pour 
les autres especes animales. 

La presente invention concerne un vaccin eff icaee qui permet de paliier les inconvenients ci-dessus. 
55 Le vaccin selon llnvention est constitue d'un mutant avirulent d'une souche SAD du virus rabique qui est 

caracterise par le fait qu'il possede k la place de Targinine 333 de la glycoproteine un acide amine naturel dont 
le codon differe de ceux codant pour Targinine par deux nucleotides. 

LMnvention a egalement pour objet les mutants avirulents d'une souche SAD du virus rabique, qui posse- 
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dent, k la place de Targinine en 333 de la glycoproteine, un acide amine dont le codon differe de ceux de I'ar- 
ginine par deux nucleotides. 

^invention concerne aussi un procede pour I'obtention des mutants avirulents d6f inis ci-dessus. Ce pro- 
cede consiste: 

5 1/ k seiectionner k partlr d'une souche SAD du virus rabique, les mutants qui ne sont pas neutralises par 

un anticorps monoclonal neutralisant ladite souche SAD, mais ne neutralisant pas la souche TAG1 d6f inie 
ci-apr&s; 

2/ k isoler, par s6quen$age de la region 333 de la glycoproteine des mutants s6lectionn6s k retape 1/, un 
mutant qui possede en 333 une lysine; 
10 Zlk preparer un anticorps monoclonal qui neutralise k la fois ladite souche SAD et le mutant obtenu k reta- 

pe 2/, mais ne neutralise pas la souche TAG1; 

4/ k proceder k une seconde selection par mi les mutants obtenus k l'6tape 1/ k I'aide de I'anticorps mo- 
noclonal prepare k retape 3/. 

Les anticorps monoclonaux mis en oeuvre pour seiectionner les mutants selon Invention sont obtenus 
15 par fusion de cellules de my6lome et de cellules produisant des anticorps antiviraux selon la technique de Thy- 
bridation decrite par KOHLER et MILSTEIN dans NATURE, Vol. 256, 495-497 (1975), technique maintenant 
bien connue de Thomme de Tart. 

Selon cette technique on peut fusionner des cellules provenant d'especes diff6rentes, toutefois, il est avan- 
tageux d'utiliser des cellules provenant de la meme esp6ce animale. Par exemple on utilise de preference d'une 
20 part des cellules de myeiome de souris et d'autre part des cellules de rate de souris prealablement immunis6es 
avec une souche du virus de la rage selon le protocole defini ci-apres. 

Sous son aspect general, ce procede d'hybridation d6crit en reference aux cellules de souris, comprend 
les etapes suivantes: 

1) ^immunisation de souris avec une quantite donn6e de virus inactive k la p-propriolactone , 
25 2) de preievement de la rate des souris immunis6es et separation des spienocytes; 

3) de fusion des spienocytes ainsi obtenus avec des cellules de myeiome de souris en presence d'un pro- 
moteur de fusion; 

4) de culture des cellules hybrides obtenues dans un milieu seiectrf sur lequel ne se developpent pas les 
cellules de my6lomes non fusionn£es, et en presence d'eiements appropries; 

30 5) de selection des cellules produisant I'anticorps desire et clonage de ces cellules. 

Le protocole d'immunisation comprend rejection k des souris Balb-C de 100 jig de virus CV5 inactive k 
la p-propiolactone par voie intraperitoneale avec adjuvant complet de FREUND et un rappel par voie intravei- 
neuse 4 jours avant la fusion apres une periode de repos de 1 mois. 

Les spienocytes des souris immunis6es sont recuperes apr6s preievement de la rate selon le mode op£- 
35 ratoire classique. 

Les cellules de my6!ome de souris utilis6es pour I'obtention des anticorps monoclonaux neutralisants sont 
les cellules de myeiome de souris Balb-C provenant de la Iign6e SP 2 0. Ces cellules de myeiome ont 6t6 s£- 
lectionnees pour leur sensibilite k I'aminopterine et cultiv6es sur un milieu approprie, tel que le milieu essentiel 
d'Eagle modif i6 par DULBECCO (Dulbecco Modified Eagle medium) denomm6 ci-apres milieu DMEM, auquel 
40 on a ajoute 15 % de serum du poulain. 

La fusion des cellules de myeiome avec les spienocytes a ete r6alfeee par melange de 5.1 0 7 cellules de 
myeiome avec 5.10 7 cellules de rate de souris immunis6es, en presence d'un promoteur de fusion, tel que par 
exemple un polyethylene glycol. 

Apres incubation k 37° C, les cellules sont Iav6es dans le milieu DMEM et remises en suspension, puis 
45 cultivees sur un milieu seiectif approprie uniquement pour la croissance des cellules hybrides. Un tel milieu 
contient de Thypoxanthine, de raminopterine et de la thymidine. 

On seiectionne ensuite les surnageants des cultures, 7 k 20 jours apres la fusion, en mettant en contact 
les surnageants avec une suspension de virus CVS et en retenant les anticorps qui neutralisent ladite sus- 
pension. 

so Par "anticorps neutralisant un virus", on d6signe les anticorps qui, mis en presence d'une suspension dudit 

virus, inhibent la virulence de celui-ci. 

Le pouvoir neutralisant des anticorps monoclonaux obtenus ci-dessus est determine selon un procede 
classique bien connu de Thomme de metier. Ce precede consiste k mettre en presence 100 ui de suspension 
de virus contenant 1000 UFP de virus et 100 ul de surnageant de culture d'hybridome, k infecter une culture 
55 de cellules avec ce melange et apr6s 4 jours d f incubation k denombrer les plages de lyse sous agar selon la 
m6t node decrite par BUSSEREAU et al., 1982, J. Virol. M6th. Vol. 4 p 277-282. Uanticorps est neutralisant 
lorsqu'il inhibe toute formation de plage sous agar dans les conditions decrites ci-dessus. 

Parmi ces anticorps on retient ensuite les anticorps qui ne neutralisent pas le mutant avirulent TAG1 de- 
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rivant de la souche CVS, depose a la Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes (C.N.C.M) INS- 
TITUT PASTEUR - FRANCE le 1 2 avril 1 985 sous le N° I-433. 

Les anticorps monoclonaux resultants, qui neutralisent done la souche CVS mais ne neutralisent pas le 
mutant avirulent TAG1 permettent de selectionner des mutants avirulents a partir de toute souche de virus de 
la rage, qui est neutralisee par ces anticorps monoclonaux. 

Les anticorps monoclonaux ainsi obtenus sont des anticorps neutralisant egalement les souches SAD du 
virus rabique. lis conviennent done pour effectuer la premiere selection du precede de I'invention. 

Le sequencage de la region 333 de la glycoproteine des mutants selectionries a Tetape 1/ est reahs6 selon 
la methode classique bien connue de I'homme de metier [SANGER et al., 1977, Proc. Nat, Acad. Sci. USA, 
vol. 74 p 5463-5467]. , . 

Ce sequencage permet d'isoler un mutant qui possede, en position 333 de la glycoproteine une lysine ; 

ce mutant est denomme ci-apres "mutant SK". . _._ 

Le codon (AAA) de cet acide amine (lysine) differe de celui de I'arginine en position 333 de la souche SAD 

par un seul nucleotide, le codon de I'arginine en position 333 de la souche SAD etant AGA. 

On precede ensuite a la preparation de I'anticorps monoclonal neutralisant a la fois la souche SAD et le 

mutant obtenu ci-dessus. , u 

Cet anticorps monoclonal est obtenu en retenant. parmi les anticorps monoclonaux neutralisant la souche 
SAD et ne neutralisant pas TAG1 , celui qui neutralise egalement le mutant lysine ou mutant SK obtenu ci-des- 

Cet anticorps monoclonal permet ensuite de proceder a la seconde selection (etape 4) du precede de I'in- 

^TeVuvoir pathogene des mutants resultant de cette seconde selection est ensuite teste par injection intra- 
cerebrale de 10* UFP a des souris adultes. Les mutants qui ne tuent pas a cette dose et par cette voie d'mjection 
sont consideres comme avirulents. 

Les mutants selon Invention sont des doubles mutants avirulents d'une souche SAD, telle que notamment 
la souche SAD Berne, resultant de deux selections successives a I'aide des anticorps monoclonaux define 

ci-dessus. . _ , 

Les mutants selon I'invention peuvent en outre contenird'autres mutations, comme par exemple, une mu- 
tation conferant la resistance a un anticorps monoclonal sp6cifique du site antigenique II, ce qui permet de 
reconnaitre un eventuel revertant de virulence des souches SAD utilisees pour la vaccination orale des re- 

Les mutants selon invention peuvent etre multiplies sur cellules de rein de hamster nouveau-nes BHK 
21, en presence de milieu GEM (milieu essentiel minimum-modification Glasgow commercial^ par FLOW) 
et de 2 % de s6rum de veau & 33° C et en atmosphere humide avec 5% de CO* 

On les titre selon les methodes habituelles par exemple par determination de la dose letale 50 (DLso) chez 
les souriceaux, par immunofluorescence ou denombrement des plages de lyse sous agar, lis peuvent etre 
conserves a -70°C. 

L'analyse de la sequence en nucleotides de la glycoproteine de ces mutants a revele que le codon de I aci- 
de amine en 333 differe par au moins deux nucleotides de tous les codons possibles de I'arginine. Parmi les 
mutants qui remplissent cette condition, on prefere tout particulierement le mutant possedant en 333 un actde 
glutamique, car il se multiplie bien en culture de cellules, il est moins pathogene pour les souriceaux nouveau- 
n6s et il a un bon pouvoir protecteur. 

Le double mutant portant un acide glutamique dont le codon est GAAa la place de I argm.ne en 333, obtenu 
selon le precede ci-dessus a partir de la souche SAD Berne et denomme ci-apres SAG2. a ete depos6 a la 
Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes (C.N.C.M) INSTITUT PASTEUR - FRANCE le 9 juille 
1992 sous le N1-1238. Ce mutant contient une autre mutation, a savoir la resistance a un anticorps monoclonal 
sp6cifique du site antig6nique II. ce qui sert de marqueur additionnel de la souche. 

L'invention va etre maintenant decrite plus en detail en reference, au mutant SAG2 sans pour autant limrter 
la portee de celle-ci a ce seul mutant. 

A - Tests de stabilite genetigue de la souche au cours de passages e n cerveaux de souriceaux. 

10 3 UFP de SAG2 ont et6 injectes a 6 souriceaux de 4 jours. Quand les animaux ont ete malades (J6) ils 
ont ete sacrif ies. Six broyats individuels ont ete effectues ; chaque broyat a ete titre et 30 ui d'une dilubon au 
1/10 ont ete injectes a 3 souris adultes (controle de pathogenie) et a un souriceau (passage suivant). Les 6 
souriceaux ont ainsi permis de faire 6 series independantes de 3 passages. 

Les titres des cerveaux en UFP/ml sont donn6s dans le tableau suivant : 
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Series 


A 


B 


C 


D 


E 


F 


lerpassage 


>5.10 7 


1,5.107 


10 7 


10 6 


10 6 


10 6 


2e passage 


>5.10 7 


2 f 5.10 7 


>5.10 7 


>5.10 7 


>5.10 7 


>5.10 7 


3d passage 


>5.107 


>5.107 


>5.107 


>5.107 


>5.107 


>5.107 



Tous les adultes injectes (soit 54 souris) apres les 1 er, 2e ou 3e passages ont survecu montrant I'absence 
de reversion. 

B- Pouvoir protecteur de SAG2 

Le mutant SAG 2 a ete injecte par vote intra-cerebrale a des souris et on a determine le pouvoir protecteur 
de ce mutant par epreuve intra-musculaire de 100 DL 50 de la souche CVS. 

Les resultats obtenus sont reportes sur la figure 2 qui est un graphe donnant le pouvoir protecteur (%) en 
ordonnees en fonction de la quantite du mutant injecte exprim§ en UFP/souris (log). On a repete le meme test 
avec le mutant SK possedant en 333 une lysine. 

On a constate que le pouvoir protecteur de SK et de SAG2 etait de 100 % a partir de 10* UFP/souris. 

C- Pathogenie de SAG2 par voie intra-c6r6brale 

On a injecte le mutant SAG2 a des souris a des doses allant de 1 0" 0 5 a 1 0 6 UFP/souris et on n'a pas cons- 
tate de mortalite sur une periode de 28 jours. 

Parallelement, on a effectue la meme experience avec le virus SAD BERNE ou le mutant SK. 

Les resultats sont reportes sur la figure 3 qui est un graphe donnant le % de mortalite (en ordonnees) en 
fonction de la quantite de mutant injectee par souris( en abscisses). 

On constate que (e mutant SAG2 ne provoque aucune mortalite alors que le mutant SK a un faible pouvoir 
pathogene residuel. 

D- Pathogenie de SAG2 par voie intra-musculaire 

On a repute le test ci-dessus mais par voie intra-musculaire. Les resultats obtenus sont reportes sur ia 
figure 4 qui donne le % de mortalite (en ordonnees) en fonction de la dose administree en UFP/souris (en abs- 
cisses). 

On voit que SAG2 et le mutant SK ne provoquent aucune mortalite. 

Les mutants selon ['invention peuvent etre administres a titre de vaccin vivant p ar tous les modes d'admi- 
nistration habituellement utilises pour la vaccination et notamment par voie intra-must^jlaire ou orale. Les mu- 
tants sont avantageusement dilues dans un v^hicule inerte pharmaceutiquement acceptable, tel que le serum 
physiologique. 

Revendications 

1. Vaccin antirabique avirulent, caracterise en ce qu'il est constitue d'un mutant avirulent d'une louche SAD 
du virus rabique dont la glycoproteine possede en position 333 un acide amine naturel dont le codon dif- 
fere de ceux de I'arginine par au moins deux nucleotides. 

2. Vaccin selon la revendication 1 caracterise en ce que I'acide amine en position 333 est Tacide glutamique. 

3. Vaccin selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en ce que le mutant est un mutant de la souche 
SAD Berne. 

4. Vaccin selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce que le mutant est le mutant 
depose a la Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes -INSTITUT PASTEUR (C.N.C.M) 
FRANCE le 9 juiilet 1992 sous le N°l-1238. 

5. Double mutant avirulent d'une souche SAD du virus rabique dont la glycoproteine possede en position 
333 un acide amine naturel dont le codon differe de ceux de I'arginine par deux nucleotides. 
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Double mutant avirulent selon la revendication 5. caracterise en ce que I'acide amine en position 333 est 
I'acide glutamique. 

Double mutant avirulent selon Tune des revendications 5 ou 6, caracterise en ce qu'il est un mutant de 
la souche SAD Berne. 

Double mutant avirulent de la souche SAD Berne depose a la Collection Natonale jde Cultures de Micro- 
oiUismes (C.N.C.M) - INSTITUT PASTEUR - FRANCE le 9 ju.llet 1992 sous le N 1-1238. 
Precede pour I'obtention des doubles mutants selon I'une quelconque des revendications 5 a 8, caracte- 

souche SAD du virus rabique. les mutants qui ne sont pas neutraHses 
a u Z monoclonal neutralfeant .edits souche SAD mais ne ^^^^ i 
2/ a isoler, par sequence de la .egion 333 de la glycoproteme des mutants select.onnes a I etepe 1/. 

7Z^TZ™£^r£™s mutants obtenus a ,-etape V a .'aide de ranticorps 
monoclonal pr6par6 d I'Stape 3/. 



0583998A1J_> 



6 



* 



EP 0 583 998 A1 



% MORTAL IT E 



100- 



50- 



6 5 



FIG. la 



0 -1 -2 

UFP / SOURIS ( log ) 



% MORTAL ITE 
a 

100-- 



50-- 



0 1 ' 



7 6 5 4 



FIG. lb 




3 2 10-1-2 

UFP/ SOURIS (log) 



BNSDOCID: <EP 0583998A1_!_> 



EP 0 583 998 A1 



FIG. 2 
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FIG. 3 
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